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维甲酸诱导基因-I(Retinoic acid-inducible gene-I, RIG-I)是一种新发现的模式识
别受体，能够识别细胞质中的病毒 RNA，已经被鉴定为 RNA 病毒感染的细胞传感
元件，通过 RLR （ RIG-I like receptors ）级联信号，与线粒体衔接蛋白
MAVS/IPS-l/VISA/Cardif 相互作用，然后诱导干扰素和促炎症细胞因子的产生。RLR
信号通路既受宿主和各种环境的严格调控，也能够作为病毒逃避宿主干扰素反应的
靶点。很多 RNA 病毒能通过不同策略阻断 RLR 信号通路，从而逃避宿主的天然抗
病毒免疫反应。 
RIG-I 基本结构为：C 端包含一抑制区（repressor domain, RD）；中间为带有
DExD/H 盒的 RNA 解旋酶(RNA helicase)结构域，以 ATP 酶依赖的方式解旋 dsRNA；
N-端效应结构域为 2 个串联的胱天蛋白酶招募结构域(caspase recruitment domain, 
CARD)，此结构域负责传递信号，在细胞中过表达 CARD 可诱导 IFN 的产生。RIG-I
的 RD 结构域的晶体结构表明，RIG-I C-末端抑制结构域(repressor domain, RD)以 5’-
三磷酸基团依赖形式结合病毒RNA。RD的晶体结构表明RD为结构上与Rab样GTP
酶 GDP／GTP 交换因子相关的锌结合域，其锌配位点为 RIG-I 信号所必需。结构引
导突变鉴定到一正电荷凹槽可能是 RIG-I 的 5’-三磷酸基团结合位点，它不同于
MDA5 和 LGP2 中凹槽，表明了 RD 可能赋予配体结合特异性。 
本文以人 RIG-I 基因为研究对象，成功克隆了 RIG-I 的各个结构域，并对其进
行了原核表达纯化。然后用坐滴法对各个结构域的的结晶条件进行筛选，并按照筛
选得到的条件对其进行了优化选择。结果显示，除了 RIG-I 的 C 末端结构域外，RIG-I
的解旋酶结构域在原核细胞中表达的蛋白可溶行比较强且比较稳定，为筛选结晶条
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Abstract 
The retinoic acid inducible gene-I is a pattern recognition receptor, which could 
recognize viral RNA and has been identified as a cellular sensor of RNA virus infection. 
Though RLR（RIG-I like receptors）signaling, the retinoic acid inducible gene-I interacts 
with the mitochondrial adaptor MAVS/IPS-l/VISA/CARDIF to induce type I interferons 
and pro-inflammatory cytokines mediatd host protective innate immunity against viral 
infection. Many viruses have developed strategies to disrupt RIG-I mediated signaling 
pathways. 
The RIG-I contains a repressor domain at the C-terminus and has RNA helicase 
domain with DExD/H box in the middle, which could helicase dsRNA by ATP-dependent 
manner. At the N-terminus, it has two characteristic caspase recruitment domain, which 
response for the signaling. The crystal structure of RD domain of RIG-I shows that the 
repressor domain binds RNA 5’-triphosphates and activate the ATP activity by 
RNA-dependent dimerizing RIG-I. The crystal structure of RD domain shows that RD is 
structurally related to MSS4 GDP exchange factor of Rab GTPases and the zinc-binding 
site is essential for RIG-I function. The mutations of RIG-I identified a positively charged 
groove of RD domain, which may be the binding site of 5’-triphosphate. It different from 
the grooves of MDA5 and LGP2, indicating that the RD may confer ligand binding 
specificity.  
In this dissertation, we cloned the different domains of human RIG-I gene for 
expression and purification of RIG-I. We screened the crystallization conditions by sitting 
drop method for each domain. In accordance with the conditions, we have optimized the 
conditions. The results showed that the helicase domain expressed in E.coli was soluble 
and stable. We had screened the crystal conditions for helicase domain. To reveal how to 
activate RIG-I and identify the virus genome provides a theoretical basis. 



































样受体（Toll like receptor, TLR）家族是一类重要的 PRR，在 RNA 病毒的识别过程
中发挥重要作用，例如 TLR3 识别 dsRNA；TLR7 和 TLR8 识别 ssRNA 等。但是由
于 TLR 家族成员均为跨膜蛋白，只能识别内涵体中的 RNA 病毒，对于细胞质中的
RNA 病毒，TLR 则无法做出反应。随着研究的深入，一类 TLR 非依赖性模式识别
受体，解旋酶(helicase)家族中的重要成员-维甲酸诱导基因-I(Retinoic acid-induced 
gene I, RIG-I)，逐渐活跃在天然免疫识别的舞台。 
维甲酸诱导基因-I(Retinoic acid-inducible gene-I, RIG-I)是近年发现的模式识别
受体(Pattern Recognition Receptor, PRR)，与 Toll 样受体(Toll-like receptor, TLR)识别
内涵体内病原体相关分子模式(pathogen-associated molecular pattern, PAMP)不同，
RIG-I探测胞质溶胶中病毒复制产生的双链RNA(double stranded RNA, dsRNA)和5’-
三磷酸 RNA，与其受体 MAVs(Mitochondria1 antiviral signaling protein)也称作
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Cardif(CARD adaptor inducing IFN-B)结合，活化 TBK1 和 IKKε，激活转录因子 NF-
κB、IRF-3，引起 I 型干扰素分泌上调，发挥抗病毒效应[4-7]。同时 TLR 主要表达
于树突状细胞(Dendritic cell, DC)，而 RIG-I 可表达于各种病毒感染细胞，所以其抗
病毒意义可能更大。 
1.1 RIG-I 结构及信号传递 
RIG-I 基因最早由我国上海瑞金医院血液病研究所发现[8]，APL 细胞经维甲酸
诱导后该基因表达水平明显上调，故而得名[9]。RIG-I 又名 Ddx58，定位征人染色体
的 10q11-15，猪染色体的 10q13， 属于 DExD/H 家族。这一家族蛋白质的共性是可
以 ATP 酶依赖性形式解旋 dsRNA。人 RIG-I 基因 cDNA 全长约 3.0kb，编码一个由
925 个氨基酸残基构成的蛋白质。2004 年，Yoneyama 等首次证实了 RIG-I 能够识别
细胞质中的病毒 RNA，并诱导 I 型干扰素的产生[10,11]。 
其中 RIG-I 基本结构是：C 端包含一抑制区（repressor domain, RD）；中间为带
有 DExD/H 盒的 RNA 解旋酶(RNA helicase)结构域，以 ATP 酶依赖的方式解旋
dsRNA[10]，此区包括ATP结合基序和解旋酶 TAS基序，其中 ATP结合基序位于 K270
附近，K270A 氨基酸突变可导致 RIG-I 功能缺失[12]；N-端效应结构域为 2 个串联的
胱天蛋白酶招募结构域(caspase recruitment domain, CARD)，此结构域负责传递信
号，在细胞中过表达 CARD 可诱导 IFN 的产生；与之发生相互作用的衔接蛋白
MAVS/IPS-I/VISA/Cardif 一端也带有 CARD，因而可以以同型互作与 RIG-I 分子结
合。Yoneyama 等[10]通过构建 RIG-I 不同的缺失片段，证明 CARD 结构域负责传递
信号，直接活化 IRF-3 和 NF-κB；解旋酶结构域识别 dsRNA 及合成的 dsRNA [poly(I: 
C)]，并调节 ATP 酶依赖性的信号转导。仅含有 CARD 信号结构域的 RIG-I 活性形
式- RIG△ -I，也可激活 IRF-3，诱导 NF-κB 的表达以及 IFN-β 的分泌；而无 CARD
结构域，仅含解旋酶的结构域，不能独立激活 IRF3，甚至有负性调节作用。在正常
细胞中，RIG-I 以蛋白的形式处于自抑制状态，N 端 CARD 和 C 端 RD 区通过分子
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图 1 RIG-I 的基本结构[13] 
Fig-1 The basal structure of RIG-I[13] 
 
首先通过解旋酶结构域，RIG-I 结合胞质中的病毒 dsRNA 和 ATP，以 ATP 酶水
解 ATP 导致 RIG-I-dsRNA 构象改变，解除其自身抑制构象，暴露 CARD 来招募下
游的信号分子[4,10]。其宗在 2005 年，4 个独立的研究小组同时报道了 RLR 的下游分
子，并分别命名为 IPS-1，MAVS，VISA 和 Cardif[4-7]。研究发现过表达 IPS-1 能够
激活 IFN-α/β以及NF-κB启动子。IPS-1缺陷型转基因小鼠对RIG-1/MDA5识别RNA
病毒感染高度敏感，无法产生干扰素及促炎症细胞因子[14]。IPS-1 由 540 个氨基酸
残基构成，分子量约为 63kDa，依次包含一个 CARD 区，一个脯氨酸富集区和疏水
的跨膜区。其中 CARD 区负责与 RIG-I/MDA5 的 CARD 区结合；其 2.1Ǻ晶体结构
显示，极性氨基酸不对称地分布于相对的两面[15]，这可能是 CARD 相互作用的基础。
脯氨酸富集区能够与一系列信号分子发生相互作用，如 TRAF3，TRAF6，TRAF2，
RIP1，FADD 等，这说明 IPS-1 可能在 RLR 以及 TLR 信号通路均发挥重要作用[16]。
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NF-βB 激活促炎症细胞因子基因；二是通过激酶 TBKl，使 IFN 调节因子-3(interferon 
regulatory factor-3, IRF-3)和 IRF-7 磷酸化，并形成同源或异源二聚体，转录后激活 I
型 IFN 基因[4]，产生抗病毒效应，如图 2 所示[17]。 
 
 
图 2 RIG-I 的信号转导途径[17] 
Fig-2 The singling pathway of RIG-I[17] 
 
如图所示 IPS-1 与 TRAF3 结合后，可招募并激活 TBK-1 和 IKKi。TBK-1/IKK
可与 TANK 发生相互作用，并与 IPS-1 以及 TRAF3 形成复合物[18]。TANK 同源蛋
白 NAP1 和 SINTBAD 能够激活 TBK-1/IKKi，在 RLR 信号通路中发挥重要作用。
最近，有报道 IKKi 能够磷酸化 STAT1 并调控一系列干扰素刺激基因
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IRF-3 和 IRF-7 等下游分子。活化的 IRF-3/IRF-7 以二聚体的形式进入细胞核，并诱
导包括 IFN-α/β 在内的多种靶基因的表达。旁分泌或自分泌的 IFN-α/β 又可与细胞
表面的Ⅰ型干扰素受体结合，激活下游的 JAK-STAT 信号通路，并最终激活一系列
ISGs 的转录表达。同时，IPS-1 脯氨酸富集区还可与 TRAF6/TRAF2 结合，并通过
IKKα/β/γ复合物激活 NF-κB 级联信号。NAP1 和 FADD 在该过程发挥重要作用，其
中 FADD 可与 IPS-1 以及 caspase-8/-10 形成复合物，进一步激活 NF-κB，并最终诱
导数量众多的促炎症细胞因子的表达[20]。 
1.2 细胞对病毒 RNA 的识别 
2006 年，Kato 等[21]利用 RIG-I 缺陷小鼠发现，RIG-I 可以识别 Poly(I: C)和 RNA
病毒。RIG-I识别的一系列RNA病毒包括Newcastle disease(NDV)、Sendai virus(SeV)、
以及 Vesicular stomatitis virus(VSV)，并在 pDC 以外的细胞系中发挥抗病毒作用[22]。
此外，近期的研究表明 HCV 以及日本脑炎病毒(JEV)也为 RIG-I 所识别[23,24]。 
Pichlmair 等[25]和 Hornung 等[27]两个研究小组，近来在对 RIG-I 的识别研究中取
得很大的突破，并分析出病毒 RNA 和宿主 RNA 结构上的不同点，胞质防御系统通
过这一不同点识别出外源基因，并激起免疫应答。其中 dsRNA 长期以来是病毒复
制 的 标 志 ， 而 在 哺 乳 细 胞 中 缺 失 ， 正 链 RNA 病 毒 如 脑 心 肌 炎 病 毒
(encephalomyocarditis virus, EMCV)以及一些 DNA 病毒在病毒复制过程会生成
dsRNA 作为副产物。目前研究表明 RIG-识别两种不同的病毒 RNA 模式：dsRNA 和
5’-三磷酸基团的单链 RNA(single stranded RNA, ssRNA)。细胞质中 dsRNA 是许多病
毒复制的中间产物，RIG-1 具有完整 ATP 酶活性的解旋酶功能域负责 dsRNA 介导
信号，结合胞质中的病毒 dsRNA 和 ATP，以 ATP 酶水解 ATP 导致 RIG-I-dsRNA 构
象改变，解除其自身抑制构象，暴露 CARD 来招募下游的信号分子[4,10]。但是对于
A 型流感病毒，感染过程中不产生 dsRNA，仍可激活 RIG-I 信号，分析发现，这是
由于 RIG-I 识别病毒基因组具有 5’-磷酸基团的 ssRNA 所致，而宿主 RNA5’-磷酸基
团通常被移去或隐蔽[26]，从而对天然免疫不应答。Hornung 等[27]也证明，体外整合
的 ssRNA 需要 5’磷酸化，这是刺激宿主细胞分泌干扰素所必需的。而宿主 RNA，
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一效应在 pDC 中未观察到，这表明正常的真核生物转录后修饰，如 7’端甲基鸟苷加
帽，可抑制三磷酸 RNA 的免疫活性。最近研究表明，存在 ATP 时 RIG-I C-末端结
构域(C-terminal domain, CTD)与 dsRNA或 5’-三磷酸基团的 SSRNA结合可形成共同
结构，进一步分析表明 CTD 与自我抑制结构域相同[28]。CTD 结构分析发现 CTD 表
面特有裂隙与 RIG-I 配体相互作用[29]。同时研究发现如图 3[30]中所示：CTD 都可识
别外源 dsRNA 或者 5’-三磷酸 ssRNA。虽然 RIG-I 可识别具有不同末端的 dsRNA，
但是只有平末端或者 5’端突出的 dsRNA 才能和 RIG-I 形成稳定的复合物。结合外源
RNA 和，导致结构发生变化，暴露 CARD 来启动下游信号分子的表达[31]。 
 
 
图 3 RIG-I 对 RNA 的识别[30] 
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与这一结果相一致，Cui 等[32]发现 RIG-I C-末端抑制结构域(repressor domain, 
RD)以 5’-三磷酸基团依赖形式结合病毒 RNA，并且通过 RNA 依赖的二聚体化激活
RIG-I ATP 酶。RD 的晶体结构表明 RD 为结构上与 Rab 样 GTP 酶 GDP／GTP 交换
因子相关的锌结合域，其锌配位点为 RIG-I 信号所必需，并且在 MDA5 和 LGP2(2
种与 RIG-I 高度相关的 RNA 解旋酶)中也保守，表明在三种酶中都有 RD 结构域。
结构引导突变鉴定到一正电荷凹槽可能是 RIG-I 的 5’-三磷酸基团结合位点，它不同
于 MDA5 和 LGP2 中凹槽，表明了 RD 可能赋予配体结合特异性。 




1.3 RIG-I 信号通路的正调节 
由于 RLR 均为 ISGs，自分泌或旁分泌的 IFN-α/β 能够通过 JAK-SATA 信号通
路上调 RLR 的表达。因此，RLR 可以作为正反馈回路放大干扰素效应。LGP2 的结
构决定了其在 RLR 信号通路中独特的调控作用。LGP2 能够与病毒 RNA 结合，但
由于其缺乏 CARD 信号区，因而无法与下游信号分子 IPS-1 结合，可作为 RIG-I 信
号通路的负调控因子。但同时发现，LGP2 含有 C 端 RD 区，能够与 RIG-I 的 RD 区
相互结合，从而解除其自抑制状态，因而也可能作为 RIG-I 的正调控因子[10]。然而，
Venkataraman 等[34]对 LGP2 缺陷型小鼠进行研究发现，其对水泡性口炎病毒(VSV)
感染表现出一定抗性，干扰素反应明显增强。但是对脑心肌炎病毒（EMCV）病毒
感染，LGP2 缺陷小鼠部分丧失了干扰素产生的能力。作者认为 LGP2 对 RIG-I 和
MDA5 信号通路具有不同的调控作用。但同时，LGP2 缺陷小鼠对 polyI:C 刺激的干
扰素反应显著增强。LGP2 在体内对 RIG-I/MDA5 信号通路的具体作用仍有待于进
一步研究。此外，维甲酸、IRF-1、IFN-γ[35]、脂多糖（LPS）[36]、TNF-α 等均可作
为正调控因子，上调 RIG-I 的表达。TRIM 蛋白家族包含一个 RING 指区，一个 B
盒/卷曲螺旋区（Bbox/CCD）和 SPRY 区，具有多种生理学功能，如细胞增殖和抗
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